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1. Epidemiología del VIH 
Actualmente hay unos 36 millones de personas infectadas por el VIH en el mundo y, 
desde la primera muerte relacionada con el VIH en 1959, ya ha habido más de 39 
millones de muertos por el SIDA y enfermedades relacionadas. La facilidad de acceso al 
tratamiento, en cerca del 50 % de los casos, unido al tratamiento antiretroviral de alta 
actividad está directamente relacionado con la disminución del 45 % en el número de 
muertes en los últimos 10 años [1]. Sin embargo, con la expansión del tratamiento 
también se está observando un aumento de las resistencias a los fármacos 
antirretrovirales habituales [2]. El difícil acceso a los medicamentos y pruebas de 
detección en los países en vías de desarrollo, la baja adherencia de los pacientes y la 
resistencia del virus a los fármacos impiden un adecuado control y erradicación de la 
enfermedad.  
2. Patogenia del VIH 
El VIH es un virus que utiliza las células del sistema inmunológico del huésped para 
reproducirse y sobrevivir. La infección comienza al interactuar el virión con la 
superficie celular a través de la proteína gp120 del VIH-1 y los receptores celulares 
CD4+ y el co-receptor CCR5 (Figura 1.1) [3]. Las principales células diana son los 
linfocitos T CD4+ que se encuentran en los tejidos linfoides como el bazo, los nódulos 
linfáticos y el tejido linfoide asociado al intestino (GALT, por sus siglas en inglés), y 
únicamente un 2% de los linfocitos infectados se encuentran en el torrente sanguíneo 
[4,5].  Como consecuencia de la infección, la vida media de estas células disminuye 
desde 6 días a poco más de 1 día [6], provocando un descenso de la población y 
disminuyendo la capacidad de respuesta inmunológica. 
El virus, tanto en forma activa como latente, también puede encontrarse en las células 
del sistema monocito/macrófagos, las células dendríticas o las células de la microglía, 
actúando todas ellas como reservorios, ya que no mueren a pesar de estar infectadas. De 
forma semejante, el virus también se encuentra protegido en lugares anatómicos de 
difícil acceso, como son el sistema nervioso central, el tracto genital o incluso el tracto 
gastro-intestinal [3,5]. Como consecuencia de la existencia de estos reservorios, se 
mantienen niveles altos de células infectadas de forma continua, lo que puede 
desencadenar la apoptosis de las células inmunológicas, inducir el reclutamiento y la 
activación de células infectadas latentes, y favorecer la difusión de la enfermedad a 
otras partes del organismo [4].  
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3. Tratamiento antirretroviral 
Actualmente el tratamiento de la infección por VIH es la terapia antirretroviral 
combinada o terapia antirretroviral de alta actividad (HAART o TAR en español). Los 
dos principales objetivos de esta farmacoterapia son el control virológico y la 
restauración de los niveles de células inmunológicas. Gracias a ella ha aumentado la 
esperanza de vida de los pacientes, cronificando la enfermedad y evitando el síndrome 
de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA) [7,8]. 
Este tratamiento consigue disminuir la carga viral sanguínea desde el inicio, pero se 
requieren niveles de adherencia superiores al 95 % para conseguir una eficacia superior 
al 50 %. Esto es debido a que más del 90% de las células infectadas se encuentran en los 
reservorios virales donde no hay un buen acceso del fármaco y en cuanto se interrumpe 
el tratamiento hay un rápido crecimiento de la carga viral en el torrente circulatorio 
[4,7,9]. Además, una buena adherencia es importante para evitar el desarrollo de 
resistencias, aunque el VIH-1 ya presente una tendencia inherente a ello [3,4,8,10]. Por 
definición, la adherencia depende de la implicación del paciente en la elección, inicio y 
cumplimiento del tratamiento [11], aunque habitualmente se asocia únicamente con el 
cumplimiento del mismo. Las frecuentes administraciones y los efectos secundarios, 
como fatiga, confusión, pérdida del gusto, náuseas, y el temor a alteraciones 
morfológicas como la lipodistrofia, suelen estar relacionadas con la interrupción o 
incumplimiento del tratamiento [11].  
El TAR es una combinación simultánea de al menos dos o tres fármacos 
antirretrovirales administrados 2 veces al día durante los primeros 6 meses y, como 
mínimo, dos de los fármacos deben tener diferentes mecanismos de acción [11]. 
Actualmente hay varios tipos de fármacos antirretrovirales que actúan en diferentes 
etapas del ciclo vital del virus. En función de su mecanismo de acción se clasifican en: 
inhibidores de la transcriptasa reversa  (nucleótidos (NtRTI), nucleósidos (NRTI’s) o no 
nucleósidos (NNRTI)), inhibidores de la proteasa (PI) y los más recientes son los 
inhibidores de los correceptores, y los inhibidores de la fusión (Figura 1.1).  
En la mayoría de los casos, los fármacos necesitan acceder a nivel intracelular para 
ejercer su acción, para lo que tienen que atravesar múltiples barreras. Además, la 
presencia de bombas de expulsión dificulta alcanzar concentraciones terapéuticas en los 
lugares de acción. Esto, junto con la corta semivida de la mayoría de los fármacos 




Figura 1.1. Ciclo vital del VIH y lugares de acción de los antirretrovirales. 
 Estavudina 
La estavudina es un fármaco antirretroviral del grupo de los NRTI’s, inhibidores de la 
transcriptasa reversa análogos de los nucleósidos cuyas características se presentan en la 
tabla 1.1. Los fármacos de este grupo presentan diferencias estructurales y metabólicas a 
pesar de tener el mismo mecanismo de acción. Estavudina es un análogo sintético 
nucleosídico de pirimidina que puede actuar como inhibidor competitivo de la 
transcriptasa reversa, interrumpiendo la cadena de ADN [12]. Para ejercer su acción 
entra en la célula por difusión no facilitada y es fosforilada transformándose en la forma 
activa 5’-trifosfato. Esta molécula es la que posteriormente competirá con el nucleósido 
trifosfato viral por la unión con la transcriptasa reversa.  
La estavudina presenta una adecuada estabilidad en medio ácido, un adecuado perfil de 
seguridad y actividad incluso frente a cepas virales resistentes a otros fármacos como la 
zidovudina. Debido a su corta semivida en sangre, se requieren dos administraciones al 
día en vez de una, a diferencia de otros antirretrovirales como didanosina o tenofovir. 
La dosis más alta aprobada es de 80 mg, en personas de más de 60 kg, que aunque 












Nombre Químico Estavudina 
Abreviatura d4T 
Nombre Comercial Zerit 





Peso molecular 224,213 g/mol 
Solubilidad 5-10 g/100 mL at 21 °C 
Estado Sólido cristalino blanco inholoro 
Absorbancia UV-visible 266 nm 
Sensibilidad Oxidantes 
El principal efecto secundario de la estavudina es a nivel hematológico (alteraciones en 
número y funcionalidad de eritrocitos, hemoglobina, plaquetas…) [7]. Pero los efectos 
secundarios más visibles en los pacientes son la lipodistrofia y la neuropatía periférica 
[15]. Una vectorización del fármaco a la diana terapéutica, con una reducción de la 
dosis, podría ayudar a disminuir estos problemas que son dosis-dependientes [15].  
A pesar de los efectos adversos, su bajo coste de producción hace que se mantenga 
como primera línea terapéutica en los países en vías de desarrollo [13]. Esto permite que 
el número de pacientes con acceso a la medicación en estos países haya pasado de 
menos de 5 millones en 2010 a más de 10 millones a finales del 2015 [8]. 
El bajo precio de un fármaco es otra ventaja para el desarrollo de sistemas como los 




En resumen, debido a características como corta semivida, buena solubilidad en agua, 
composición química adecuada para la interacción con nanopartículas de oro, efectos 
secundarios dosis-dependientes y fármaco económico se ha elegido a la estavudina 
como “fármaco modelo”.  
 
 Nanoformulaciones de antirretrovirales 
El desarrollo de la nanotecnología ha promovido la investigación en busca de sistemas 
de liberación controlada que además dirijan los fármacos a sus dianas terapéuticas. De 
esta manera, se consiguen mayores concentraciones intracelulares durante más tiempo, 
favoreciendo la respuesta farmacológica y disminuyendo los efectos adversos debidos a 
interacciones no deseadas. Al mismo tiempo, los transportadores protegen al fármaco de 
la degradación por lo que se podrían utilizar dosis más bajas y optimizar los regímenes 
de dosificación. 
Por ello se han estudiado numerosos transportadores tanto biológicos, como pueden ser 
eritrocitos o vectores virales, como no biológicos, como liposomas o nanopartículas 









Mejora frente a la formulación convencional Ref. 
Liposomas 
Zidovudina Incremento de la semivida del fármaco. [18] 





Liberación vaginal, protección del fármaco y mejora en la entrada celular [20] 
Zidovudina Liberación gastrointestinal para alcanzar tejidos linfoides. [21] 
Ritonavir, lopinavir y 
efavirenz 
Concentraciones mayores y durante más tiempo en las células del RES. 
Mejor eficacia. 
[22,23] 
Saquinavir Concentraciones intracelulares mayores. [24] 
Lamivudina Mejor vectorización y biodistribución [25] 
Dapivirina Mejor acceso a las células epiteliales y de la mucosa. [26] 
Efavirenz 
Mejor eficacia antiviral. [27] 
Saquinavir 




Zidovudina Incremento de la semivida del fármaco. [29] 
Indinavir Mejor eficacia antiviral. [30] 
Estavudina Mejor captación y vectorización intracelular con mayores concentraciones. [31] 
Lopinavir, ritonavir y 
tenofovir 
Concentraciones intracelulares mayores en los tejidos linfoides e incremento de 





Mejor eficacia antirretroviral. [33] 
Lamivudina 
Nevirapina Mejor eficacia antirretroviral y mayor acceso a los reservorios [34] 




El uso de transportadores como pueden ser las nanopartículas de oro, puede ayudar a 
mejorar los parámetros farmacocinéticos de antirretrovirales como la estavudina, con 
corta semivida, buena solubilidad y grupos funcionales adecuados para su unión con las 
nanopartículas. A la vez, se favorece su vectorización hacia las células y regiones 
anátomicas que actúan como reservorios. Esto junto con una liberación controlada 
repercutiría en mejores regímenes de dosificación y menores efectos adversos, 
ayudando a una mayor adherencia por parte de los pacientes y con ello a un mejor 
control de la infección y evolución de la enfermedad.  
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El uso de nanopartículas como nanotransportadores de fármacos antirretrovirales, 
específicamente con estavudina, ha sido objeto de studio en el presente trabajo de 
investigación con los siguientes objetivos:  
1. Realizar un revision complete de la literatura sobre el uso de las nanopartículas 
en enfermedades infeciosas, tanto bacterianas, víricas, fúngicas o parasitarias.  
2. Sintetizar y caracterizar nanopartículas de oro (AuNP) para utilizarse como 
sistema de liberación controlada y vectorización de estavudina a las células 
inmunológicas.  
3. Evaluación in vitro de la influencia de las propiedades de las AuNPs y tipos de 
estabilizadores que presenten, sobre su captación por los macrófagos.  
4. Estudio farmacocinético y biodistribución de estavudina unida a nanopartículas 
de oro en los reservorios del VIH, como macrófagos, médula ósea, hígado, timo, 
bazo y cerebro.  
5. Desarrollo de un modelo farmacocinético/farmacodinámico (PK/PD), para 
simular la farmacocinética de la estavudina y la respuesta viral usando 








La inadecuada respuesta farmacológica y la persistencia de la viremia en los 
tratamientos anti HIV ha sido atribuida a un limitado acceso de los fármacos a los 
grandes depósitos de células infectadas por el virus [1]. En consecuencia, se requiere 
investigar nuevas estrategias de vehiculación desarrolladas a partir del conocimiento de 
la cinética intracelular de los fármacos antirretrovirales, los factores que la modifican y 
condicionan su difusión y acumulación intracelular, así como las relaciones 
farmacocinéticas/farmacodinámicas (PK/PD).  
La finalidad de esta tesis doctoral ha sido desarrollar y evaluar el uso de nanopartículas 
de oro (AuNP) como portadores de estavudina, con el fin de mejorar las características 
cinéticas del fármaco, aumentar su selectividad en el lugar de acción y poder conseguir 
así una mejor respuesta terapéutica.  
Actualmente la nanotecnología es una de las principales líneas de investigación en 
busca de sistemas que permitan la vectorización y la liberación controlada de fármacos. 
De esta forma se pretende mejorar la eficacia de los tratamientos además de conseguir 
regímenes de dosificación y vías de administración más cómodos para el paciente a 
través del uso de sistemas nanoparticulares. 
Las nanopartículas presentan numerosas aplicaciones en diversos campos. Dentro del 
ámbito terapéutico se está evaluando su uso como sistemas de liberación de fármacos 
[2] para mejorar el tratamiento de diversas enfermedades, como las infecciones. En este 
área se ha investigado su utilidad para solucionar la disminución de eficacia de los 
tratamientos antiinfecciosos convencionales debido a la aparición de diversos 
mecanismos de resistencia microbiana, como el incremento de microorganismos en el 
interior de la célula, donde muchos fármacos tienen un acceso limitado [3–5]. 
Existen muchos tipos de NPs que pueden clasificarse según su composición en 
orgánicas e inorgánicas. Las ventajas e incovenientes de cada una de ellas, así como los 
subtipos se encuentran recogidos en la Tabla 7.1.  
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Tabla 7.1. Ventajas e inconvenientes de los distintos tipos de nanopartículas.  





• Buena compatibilidad 
• Biodegradables 
• Capacidad de transporte de 
moléculas hidrofóbicas e 
hidrofílicas 
[6,7] 
• Baja capacidad de carga 
• Rápida degradación 
• Toxicidad por restos de solventes 











• Se obtienen por: reducción 
química o procesos “verdes” 
• Gran variedad de tamaños, 
formas, solubilidad y estabilidad. 
• Buena detección mediante 




• Problemas de metabolización y 
eliminación del organismo 
• Problemas de toxicidad por restos de 
solventes orgánicos o microbiológicos 




Las características de composición, tamaño, carga, hidrofilia, presencia de ligando etc., 
influyen sobre los procesos de biodistribución, captación celular y eliminación 
[15,17,20–26]. Además, mediante la unión de ligandos, es posible la vectorización 
activa a determinados tejidos o niveles subcelulares donde se alojan bacterias y virus 
[17,19,23, 36, 45-49, 50-59]. De este modo pueden alcanzar tejidos y/o células de difícil 
acceso como son los osteoblastos [27,28], los pulmones [29–31], las uniones 
intercelulares del estómago [32,33], distintas capas de la piel [34,35], el hígado [36] o el 
cerebro [37–39]. Esta vectorización permite reducir las concentraciones en tejidos no 
deseados, disminuyendo los efectos adversos [40–43], y aumentarlas en las dianas 
terapéuticas [7,42,44].  
Por otro lado, una de las principales ventajas del uso de nanopartículas es el control de 
la cesión del fármaco, que puede ser inmediata o sostenida en el tiempo [60]. En 
algunos sistemas, la liberación se produce en respuesta a estímulos internos (pH, 
equilibrio hidrofílico/hidrofóbico, concentración de sales y/o fármaco, presencia de 
determinadas enzimas, etc.) [17,60–63] o externos (estímulos eléctricos, campos 
magnéticos o ultrasonidos, etc.) [64–66].  
La capacidad de controlar la liberación junto con las propiedades mucoadhesivas de 
algunos de estos sistemas favorece un incremento del tiempo de residencia de los 
fármacos en el lugar de acción [67–69] y por tanto de su semivida [70–72]. Estos 
cambios en el comportamiento farmacocinético ayudan al diseño de regímenes de 
dosificación [73–75] y el uso de vías de administración [31,35,42,68,76–81] más 
cómodas para el paciente. 
Otra ventaja del uso de nanopartículas como transportadores es la posibilidad de sortear 
algunos mecanismos de resistencia desarrollados por los patógenos, como la presencia 
de β-lactamasas [16,82], bombas de expulsión [83,84], membranas más gruesas [83,85] 
y barreras de biofilm [6,86]. Así, estas modificaciones farmacocinéticas y 
farmacodinámicas permiten el uso de nuevos fármacos que de forma convencional no 
llegarían a la diana terapéutica. 
Todas estas propiedades de las nanopartículas permiten su uso como portadores de 
fármacos, pero también como agentes antimicrobianos, vacunas o sistemas teranósticos.  
Algunas nanopartículas, como pueden ser las de plata o de chitosan, también se pueden 
usar directamente como agentes anti-infecciosos frente a bacterias [18,87,88] o virus 
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[18,89,90], presentando incluso mejor eficacia frente a cepas resistentes que los propios 
fármacos, transportados por nanopartículas [83].  
Además, la variedad de mecanismos de acción de estos sistemas, como las alteraciones 
de membrana, el incremento de ROS y las alteraciones enzimáticas, disminuyen la 
probabilidad de desarrollo de resistencias [88,91–93]. 
Debido a estas características antimicrobianas de las nanopartículas metálicas, 
encontramos dispositivos médicos cubiertos con nanopartículas con el fin de prevenir 
infecciones nosocomiales y/o el desarrollo de biofilms sobre los mismos [83,94]. Se han 
utilizado para recubrir dispositivos como pueden ser válvulas protésicas [18,95], 
catéteres [94,96,97], implantes de titanio [98–100], en resinas, rellenos o cementos 
[101,102], y apósitos ahesivos [18,102] de los que ya hay algunos comercializados 
como el Acticoat™ or PolyMem Silver®.  
Asimismo, dentro del campo inmunológico, las NPs han permitido mejorar la respuesta 
de las vacunas profilácticas, actuando como adyuvantes [106–108] y/o transportadores 
[103–105] para mejorar la inmunogenicidad y eficacia a largo plazo.  
Por último, actualmente están en desarrollo los sistemas teranósticos que combinan 
propiedades diagnósticas y terapéuticas. Las nanopartículas metálicas son muy útiles en 
este sentido ya que debido a sus características ópticas y físicas pueden usarse con fines 
diagnósticos a la vez que como transportadores de principios activos [109]. 
Actualmente estos sistemas están en desarrollo pero ya hay algunos comercializados 
como Verigene®, que presentan numerosas ventajas diagnósticas frente a los 
convencionales [110,111].  
Todos estos aspectos relacionados con el uso de las nanopartículas en enfermedades 
infecciosas tanto bacterianas, víricas, fúngicas y/o parasitarias, han sido recogidos en 
una completa revisión publicada en la revista Journal of Controlled Release [112] y que 
constituye el capítulo 2 de esta memoria.  
A pesar de que han pasado cerca de 20 años desde la aprobación de la primera 
formulación de nanopartículas como sistema de vectorización [113] y que hay una gran 
cantidad de estudios preclínicos, la presencia en el mercado de estos sistemas es muy 
limitada. Esto puede atribuirse a que los estudios preclínicos no se pueden comparar de 
forma sistemática, pero sobre todo a problemas de escalado, elevado precio y una 




Entre los diferentes nanosistemas, las nanopartículas de oro (AuNP) presentan algunas 
ventajas como facilidad de síntesis y cuantificación, diversidad de tamaños y formas, 
versatilidad de funcionalización, y baja toxicidad [116–119].  
Su pequeño tamaño juega un papel importante tanto en la captación celular como en la 
cantidad de fármaco que pueden incorporar [120]. Además, de acuerdo con los 
diferentes estudios in vivo, estos sistemas presentan un mayor acceso a tejidos como el 
hígado, el bazo y el timo  [121,122], fundamentales en las infeciones por VIH [123]. 
Por este motivo, el segundo objetivo de este trabajo ha sido sintetizar y caracterizar 
nanopartículas de oro, para el desarrollo de un sistema de vectorización y liberación 
controlada de un fármaco antiretroviral (estavudina), que permita un incremento del 
acceso del fármaco al interior de los macrófagos, reservorio natural del VIH. La 
metodología y resultados de este estudio se encuentran recogidos íntegramente en el 
capítulo 3 de esta memoria. 
A partir de los métodos descritos por Turkevich [11] y Frens [12] se han sintetizado 
nanopartículas de oro de diferentes tamaños, desde 10 a 100 nm. Este es un 
procedimiento simple y rápido, en el que las nanopartículas se obtienen por nucleación 
del oro estabilizado por las moléculas del agente reductor [126,134]. Los átomos de oro 
con carga positiva, que han sido reducidos por el citrato (Au3+ Au+), se agregan y 
sobre ellos se adsorbe el citrato con carga negativa [120]. Así se obtienen nanopartículas 
estables, con forma redondeada que no se agregan de forma insoluble (Figura 7.1) y 
cuya concentración de oro se determinó por espectrometría de masas con plasma 
acoplado inductivamente. 
 
Figura 7.1. Imagen de TEM de las nanopartículas de oro sintetizadas.  
La relación entre las cantidades de oro y de agente reductor, ejerce un papel importante 
sobre las características de las nanopartículas [12,124]. De acuerdo a nuestros 
resultados, para nanopartículas entre 10 y 100 nm, hay una relación lineal e 
inversamente proporcional entre el diámetro y la cantidad de citrato utilizada (Tabla 
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7.3). Esto es debido a que grandes cantidades de citrato son capaces de recubrir la 
mayor superficie de las nanopartículas pequeñas, mientras que bajas cantidades 
recubren menor superficie y, además, requieren un mayor tiempo de síntesis [117].  
El viraje de color de la solución de amarillo claro a rojo burdeos indica el final de la 
reacción, aunque el color final puede variar dentro de la gama de los rojos en función 
del tamaño de las nanopartículas (Tabla 7.3). Estas variaciones son debidas a que las 
nanopartículas de oro absorben, dispersan o re-emiten la luz de forma diferente en 
función de sus características [125]. Teniendo en cuenta la respuesta frente a la luz UV-
visible, se ha desarrollado un método simple y sencillo de estimación del diámetro de 
las AuNPs a partir de los barridos espectrofotométricos en el UV-visible de 
nanopartículas de oro comerciales (Figura 7.2).  


























































104,83 -6,40 5,32 
 
 
Figura 7.2. A. Curva de calibración de 10 a 100 nm. B. Barrido en el UV-visible del 
estudio de estabilidad 
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El tamaño de las nanopartículas sintetizadas se caracterizó por tres métodos: dispersión 
dinámica de la luz (DLS), microscopía electrónica de transmisión (TEM) y 
espectrometría UV-visible. 
 
 Considerando las técnicas de DLS y TEM como las más fiables para la caracterización, 
a partir de sus resultados se estimó el error cometido con la espectrometría UV-visible. 
En todos los casos, el error de estimación fue inferior al 15 % (Tabla 7.3), tanto frente a 
los resultados del DLS como a los del TEM.  
Se estudió la estabilidad de las nanopartículas sintetizadas a los 3 y 6 meses, en 
condiciones de refrigeración y congelación, mediante barrido en el UV-visible. De 
acuerdo a nuestros resultados, la congelación produce una fuerte agregación y 
precipitación de las nanopartículas. Sin embargo, en condiciones de refrigeración las 
nanopartículas permanecen estables hasta 6 meses: el área bajo la curva (ABC) del 
barrido varía menos del 10 % y tampoco se observan diferencias significativas en los 
máximos de absorción (p > 0.05), (Figura 7.2). 
La funcionalización de las nanopartículas de oro puede realizarse con diferentes tipos de 
ligandos a través de enlaces covalentes y no-covalentes [118,120]. Aunque el enlace 
entre el oro (Au) y el azufre (S) es el más fuerte, hay pocos fármacos con azufre en su 
composición, por lo que en general, se requieren cambios en la molécula [126]. Las 
aminas y los carboxilos, que normalmente forman parte de la estructura de los fármacos, 
establecen enlaces débiles con la superficie ionizada de los agregados de Au+, de forma 
semejante al citrato [127]. Aunque el mecanismo exacto de asociación entre los 
fármacos y las nanopartículas de oro no se conoce completamente, algunos autores 
sugieren que éstos desplazan el enlace Au-citrato [118,128]. En el caso de la estavudina 
se formaría un enlace entre sus grupos aminos y el oro (Au+-N-).  
De acuerdo a los resultados obtenidos, este intercambio es lento ya que solo se alcanza 
cerca del 100% de eficacia de carga después de 24 h de incubación (Figura 7.3). El 
tiempo de incubación parece ser un parámetro clave para alcanzar altos porcentajes de 
carga (Figura 7.3.). En comparación con otros nanosistemas, como los liposomas o las 
nanopartículas lipídicas sólidas, el porcentaje de fármaco incorporado a las AuNPs es 




Figura 7.3. Eficacia de carga (A) y cinética de liberación (B) de las nanopartículas de 
oro 
La liberación del fármaco desde las nanopartículas de oro sigue una cinética pH-
dependiente que se ajusta al modelo de Korsmeyer-Peppas. Según este modelo la 
liberación es de tipo Fickiana [131], lo que se justifica por el efecto inicial de liberación 
inmediata y la alta solubilidad de la estavudina. Además, la liberación está influida por 
el pH del medio. En medio fisiológico se libera el 100 % del fármaco tras 72 h, mientras 
que en medio ácido a este mismo tiempo, únicamente se ha liberado el 50 % del 
fármaco incorporado inicialmente (Figura 7.3).  
Una de las ventajas del uso de las nanopartículas, es su capacidad de vectorización del 
fármaco. Puesto que los macrófagos humanos constituyen uno de los principales 
reservorios del VIH, se evaluó la captación de las AuNPs por estas células.  
De las cinco concentraciones de nanopartículas estudiadas, se descartó la dosis de 25 µg 
Au/mL por problemas de toxicidad y la de 2.5 ng Au/mL por problemas para la 
observación al microscopio de las nanopartículas. En las tres concentraciones restantes, 




Figura 7.4. A-F. Imágenes de microscopía óptica de los cultivos de macrófagos tras 24 
h de incubación con nanopartículas de oro. G. Concentraciones intracelulares de 
estavudina con y sin transportador. *** p< 0.01 
Una vez corroborada la buena penetración celular de las nanopartículas de oro, se 
estudió su capacidad para incrementar la concentración del fármaco a nivel intracelular. 
A los macrófagos se les considera responsables de la dispersión del VIH y de mantener 
la infección latente [132], ya que la mayoría de los fármacos no consiguen entrar en 
ellos y alcanzar concentraciones intracelulares óptimas. Este es el caso de la estavudina, 
cuya semivida intracelular y capacidad de penetración es muy baja. Sin embargo, 
cuando se asocia a las nanopartículas se consigue incrementar la concentración 
intracelular notablemente (Figura 7.4). Esto podría atribuirse a un cambio en el 
mecanismo de entrada en la célula. 
Las características de las nanopartículas condicionan su comportamiento. Por ello, el 
siguiente objetivo del presente trabajo fue comparar la influencia de diversas 
características de las nanopartículas de oro (tamaño, concentración y agente 
estabilizador), sobre la capacidad de captación de los macrófagos humanos, con el fin 
de seleccionar el mejor transportador. Posteriormente, el transportador seleccionado se 
utilizó para estudiar el comportamiento cinético de entrada en la célula y la respuesta 
celular generada por la estavudina con y sin transportador. La metodología y resultados 
de este estudio in vitro han sido publicados en la revista Macromolecular Bioscience 
[133] y se encuentran recogidos íntegramente en el capítulo 4 de esta memoria. 
Para estudiar la influencia del tamaño se utilizaron nanopartículas de oro de 10, 40 y 70 
nm. Puesto que la estavudina se adhiere a la superficie de las nanopartículas [118,128], 
el área superficial juega un papel muy importante. De acuerdo a esto, el valor obtenido 
de eficacia de carga disminuye cuando aumenta el diámetro de las nanopartículas, 
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siendo significativamente menor para las de 70 nm (Eficaci de carga 10 nm: 76,5 %; 40 
nm: 70,9 % y 70 nm: 56,9 % * (p<0.05)). Las NPs de menor tamaño se observan en un 
mayor número por lisosoma, pero también se produce una mayor agregación. Teniendo 
en cuenta estos resultados se seleccionaron las nanopartículas de 40 nm de diámetro 
para los siguientes estudios. 
Para evaluar la influencia del estabilizador y la carga superficial se utilizaron 
nanopartículas de polietilenglicol (PEG), polietilenimina ramificada (PEI) y citrato, con 
carga neutra, positiva y negativa, respectivamente. No se observaron diferencias 
respecto a la capacidad de carga, entre los distintos tipos. Sin embargo, la capacidad de 
captación por los macrófagos es significativamente menor en las estabilizadas por PEG.  
A igualdad de condiciones entre las nanopartículas de PEI y citrato, se seleccionaron 
estas últimas en base a su carga negativa, ya que las células infectadas por VIH se 
caracterizan por presentar receptores positivos [134]. Además, hay estudios en los que 
se observan mayores problemas de toxicidad con nanopartículas cargadas positivamente 
[117]. 
Posteriormente, se comparó la captación de la estavudina por macrófagos humanos de 
forma libre o unida a nanopartículas de 40 nm estabilizadas con citrato. Tras la 
incubación celular con los transportadores (con fármaco o sin fármaco) o la solución de 
fármaco, a una dosis de 10 µg/mL de estavudina y 250 ng Au/mL, se observaron los 
efectos en la morfología de los macrófagos mediante microscopía. Estas 
concentraciones son inocuas si se incuban de forma independiente, pero tras la 
incubación del transportador con el fármaco, el efecto observado a estas dosis es similar 
al de células expuestas a elevadas concentraciones de estavudina en solución.  
Esto se corroboró con la cuantificación por UHPLC de la penetración de estavudina en 
las células, obteniéndose una mayor concentración intracelular del fármaco a todos los 
tiempos estudiados. De forma semejante a lo observado en el capítulo 3, la estavudina 
accedería al interior de las células siguiendo la misma cinética y/o mecanismo de 
entrada que las nanopartículas.  
Para conocer mejor el efecto del conjugado, también se evaluó o determinó la expresión 
de moléculas inflamatorias claves de los macrófagos. Según estos resultados se puede 
observar una fuerte relación concentración-dependiente de la actividad proinflamatoria 




En cambio, tras la incubación con el fármaco o las nanopartículas de forma 
independiente se observa una menor expresión de IL1β. En el caso de la expresión de 
IL10, que inhibe la acción de numerosas células immunológicas, no se observaron 
cambios significativos. 
De acuerdo con estos resultados, se puede afirmar que el sistema de liberación de 
estavudina desarrollado, utilizando nanopartículas de oro, favorece el acceso del 
fármaco a reservorios como los macrófagos. Sin embargo, la biodistribución es un 
proceso complejo y el comportamiento in vivo puede diferir del comportamiento in 
vitro. Así, el cuarto objetivo de esta tesis doctoral ha consistido en un estudio in vivo 
para conocer la farmacocinética y la biodistribución de la estavudina incorporada en 
nanopartículas de oro, en animales de experimentación. La metodología y resultados de 
este estudio se encuentran recogidos íntegramente en el capítulo 5 de esta memoria. 
Debido a la ausencia de resultados concluyentes respecto la toxicidad de las 
nanopartículas de oro, la selección de su dosis en este estudio se basó en la cantidad de 
oro administrada tanto en estudios similares como en estudios de toxicidad aguda y 
crónica [145–148].  
Al comparar los resultados del grupo que recibió las nanopartículas de oro frente al 
grupo control se observó una ligera disminución, sin significación estadística (p>0,05), 
en las concentraciones plasmáticas pero un aumento significativo (p<0,01) en las 
concentraciones en el resto de los tejidos (Figura 7.9). Esto podría sugerir una 
acumulación del fármaco en los tejidos estudiados gracias al uso de las nanopartículas 
de oro como sistema de vectorización del fármaco.  
Respecto a los parámetros cinéticos estimados, en la mayoría de los tejidos se observó 
un incremento en el ABC0
∞ con el uso de las nanopartículas. Este incremento resultó ser 
estadísticamente significativo (p<0,01) en macrófagos, médula ósea e hígado (Tabla 
7.4), tejidos que han sido caracterizados como reservorios del VIH por presentar 
residuos detectables de viremia incluso durante el tratamiento con HAART [139]. Por 
esta razón, la acumulación de altas concentraciones de estavudina en estos tejidos puede 
ayudar a eliminar el virus, responsable de las recaídas y cronicidad del VIH, sin 





Figura 7.9. Niveles de estavudina en plasma, macrófagos y tejidos tras la 
administración del fármaco en solución o incorporado en nanopartículas. * p<0,05; ** 
p<0,01; ***p<0,001 
Estos cambios en las concentraciones tisulares indican diferencias en la biodistribución 
del fármaco cuando se administra incorporado en nanopartículas de oro. En el grupo 
control, el coeficiente de reparto (P) de estavudina ordenado de mayor a menor fue: 
bazo > timo > hígado ≈ cerebro > macrófagos > médula ósea.  
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Sin embargo, con la estavudina incorporada en nanopartículas el coeficiente de reparto 
obtenido fue: hígado > bazo > timo > cerebro > médula ósea ≈ macrófagos. Estos 
resultados demuestran que la administración de estavudina-AuNP incrementa el valor 
de P principalmente en la médula ósea, los macrófagos y el hígado (Figura 7.9), 
corroborando así el efecto de vectorización de las nanopartículas.  
La administración de las nanopartículas de estavudina también produjo modificaciones 
en el tiempo medio de residencia (TMR) y la semivida del fármaco (t1/2). De acuerdo a 
los resultados presentados en la tabla 7.4, la formulación de estavudina unida a 
nanopartículas presenta, para estos dos parámetros, valores superiores en la mayoría de 
los tejidos estudiados. Este incremento es especialmente alto en la médula ósea y el 
hígado, importantes dianas del VIH, pero también en el timo y en el cerebro.  
En la bibliografía podemos encontrar comportamientos semejantes con nanopartículas 
de oro y otros fármacos antirretrovirales. Por ejemplo, la administración de nevirapina-
AuNP incrementó las concentraciones y los tiempos de residencia del fármaco en el 
hígado y el bazo, pero a diferencia de la estavudina, el incremento en la médula ósea fue 
muy pequeño [140]. 
Otros estudios realizados con nanopartículas poliméricas, liposomas o nanopartículas 
sólidas lípidicas administradas por vía i.v, también observaron un incremento del 
ABC0
∞ principalmente en sangre y bazo [129,141,142], pero no se detectó fármaco en 
cerebro ni timo [142]. Así, en comparación con las nanopartículas metálicas, las 
nanopartículas orgánicas necesitan ligandos específicos, como la transferrina, para 
incrementar las concentraciones de fármaco en el cerebro [56]. 
Con estos resultados se puede concluir que el uso de nanopartículas de oro incrementa 
el acceso y tiempo de residencia de la estavudina a reservorios del VIH como la médula 
ósea, los macrófagos y el hígado. Dado que estos cambios farmacocinéticos pueden 
ayudar a mejorar la supresión del VIH, el siguiente objetivo fue realizar un estudio que 






Tabla 7.4. Parámetros farmacocinéticos de estavudina obtenidos en el grupo control y 












Control 534,67 1,28 0,74 1 
Estavudina-AuNP 342,56 1,25 0,88 1 
Macrófagos 
Control 4,26 3,36 2,16 0,01 
Estavudina-AuNP 49,58 2,70 1,28 0,14 
Médula ósea 
Control 1,69 2,12 0,53 0,003 
Estavudina-AuNP 54,77 20,19 14,44 0,16 
Timo 
Control 192,79 1,61 3,28 0,36 
Estavudina-AuNP 221,30 3,58 4,36 0,65 
Cerebro 
Control 146,58 2,62 2,59 0,27 
Estavudina-AuNP 182,92 8,85 7,98 0,53 
Bazo 
Control 373,26 5,89 16,54 0,70 
Estavudina-AuNP 290,13 11,96 13,35 0,85 
Higado 
Control 151,27 1,30 0,96 0,28 
Estavudina-AuNP 320,84 23,20 23,10 0,94 
* unidades de ABC: plasma: (ng*h/mL)/(mg/kg); macrofagos y médula ósea: 
((ng*h/106 cells)/(mg/kg)); resto de tejidos: ((ng*h/g)/(mg/kg)) 
 
Figura 7.9. Coeficientes de reparto (P) en cada tejido para cada tipo de formulación. 
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Aprovechando las ventajas de los estudios in silico, se desarrolló un modelo 
farmacocinético/farmacodinámico (PK/PD) para el estudio, mediante simulación de 
Monte Carlo, de la farmacocinética y la respuesta antiviral de la estavudina en 
tratamientos crónicos con y sin nanopartículas de oro. La metodología y resultados de 
este estudio han sido publicados en el libro Monte Carlo Simulation: Methods, 
Assessment and Applications [143] y se encuentran recogidos íntegramente en el 
capítulo 6 de esta memoria.  
Desde hace unos años, las guías europeas sobre temas regulatorios consideran las 
herramientas de modelización como medios muy útiles en la evaluación de nuevos 
sistemas farmacológicos [144]. Los modelos PK/PD permiten la integración de datos 
clínicos y preclínicos para evaluar la eficacia de nuevos tratamientos y otras hipótesis 
(probabilidad de resistencias, toxicidad, etc) previo al desarrollo de los estudios 
clínicos. Partiendo de modelos matemáticos, el uso de herramientas como la simulación 
de Monte Carlo ayuda a representar de forma probabilística todo el proceso, teniendo en 
cuenta la incertidumbre y variabilidad de los distintos parámetros. De esta forma pueden 
relacionarse datos preclínicos con datos clínicos para obtener información que asegure 
un mejor diseño de posteriores estudios clínicos. 
De acuerdo a los resultados obtenidos en los estudios previos (capítulos 3-5), el 
comportamiento cinético de la estavudina difiere en función de su formulación, 
modificando diversos parámetros farmacocinéticos que influirán sobre la respuesta 
farmacológica. Mediante el uso de herramientas de simulación, podemos hacer una 
predicción de la respuesta farmacológica derivada del tratamiento con nanopartículas 
utilizando un modelo integrado PK/PD de la infección por VIH. 
A partir de un modelo farmacocinético monocompartimental abierto, con eliminación 
de primer orden y administración oral e i.v se estimaron las concentraciones de fármaco 
(en solución, unido a nanopartículas y liberado de las nanopartículas) a nivel sanguíneo 
e intracelular en los macrófagos (Tabla 7.5). Estas concentraciones se relacionaron con 
el comportamiento farmacodinámico a través del modelo de Hill (Tabla 7.5), para poder 
predecir la inhibición de la replicación del virus producida por la estavudina. Por 
último, a partir de un modelo matemático que describe el curso completo de la infección 
por VIH [145] se estimaron tanto los niveles de células T como de macrófagos, 




Tabla 7.5. Ecuaciones del modelo PK/PD de estavudina en solución y unida a nanopartículas.  
Modelo Estavudina en solución Estavudina-AuNP Estavudina libre de las AuNP 
PK 
Absorción 
dAC/d t= -Ka*AC 
C.Initial =Dose/Vd 
  
En sangre por 
via oral 
dSC/dt = (Ka*AC) – 
((Kin_Drug +Ke)* SC) 
  
Concentración 
en sange por 
vía i.v 
dSC/dt = – ((Kin+Ke)* SC) 
C.Initial = Dose/Vd 
dNP-SC/dt = –((Krel/((Time)^b_rel)) 
+(Kin_NP / ((Time)^b_in)))* NP-SC. 
C.Initial = Dose_NP/Vd 
dDrug-SC/dt = (Krel/ 




dMC/dt = (Kin*SC)* 








Células T INH = (Imax* (SC)^y) / (IC50^y + (SC)^y) 
Macrófagos INHM = (Imax* (MC)^y) / (IC50m^y + (MC)^y) 
PD 
Células T 
T = (dT*To) - [(dT*T) + ((Kt*T*V)*(1-INH))] 
Ti = ((Kt*T*V)*(1-INH)) - (dTi*Ti) 
Macrófagos 
M = (dM*Mo)-[(dM* M) + ((Kmac*M*V)*(1-INH))] 
Mi = ((Km*M*V)*(1-INHM)) - (dMi* Mi) 
Carga Viral V = [(PT*Ti) + (PM*Mi)] - [(c*V)] 
Significado de cada símbolo al final en el glosario. 
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De acuerdo a los resultados de la simulación farmacocinética, el tratamiento con 
nanopartículas disminuye las concentraciones séricas y sus fluctuaciones. Esto es 
debido a la liberación controlada del fármaco desde las nanopartículas que además 
favorece una menor probabilidad de desarrollo de resistencias [146]. Esta variación en 
la cinética permitiría el uso de dosis más altas sin alcanzar la concentración sérica 
máxima aceptada (3,2 mg/mL [147]). Por ejemplo, se podría utilizar la dosis de 2 
mg/kg/día descartada inicialmente en los estudios randomizados de fase II [148].  
A nivel intracelular, las concentraciones de fármaco en los macrófagos aumentan, 
debido a que las nanopartículas presentan distinta cinética de captación que el fármaco 
en solución. 
Respecto a los resultados de la simulación farmacodinámica, se observa como la media 
de la carga viral total utilizando estavudina-AuNP es mucho menor durante la mayor 
parte del tratamiento (Figura 7.12). Algo similar ocurre con la carga viral procedente de 
los macrófagos.  
A los 7 años de tratamiento, la probabilidad de tener una elevada carga viral es menor 
con los tratamientos con nanopartículas que con el tratamiento convencional. Si 
comparamos los regímenes equivalentes (40 mg/ 12 h) con y sin nanopartículas, el uso 
de estas reduce de forma notoria la probabilidad de exceder una carga viral elevada. Al 
comparar los distintos regímenes de dosificación con nanopartículas, observamos que la 
administración de la misma dosis una vez (80 mg/ 24 h) o dos veces al día (40 mg/ 12 h) 
presenta probabilidades similares de reducir la carga viral, por lo que el régimen de 
dosificación más adecuado sería el de una administración única diaria, que es más 
cómodo para el paciente y no alcanza la concentración máxima recomendada (3,2 
ng/mL [147]). En cambio, con el doble de dosis (80 mg/ 12 h), sigue sin alcanzarse 
dicha concentración máxima y se disminuye la probabilidad de elevada carga viral. 
Como la diferencia de probabilidad de carga viral ente el régimen de 80 mg/ 12 h y el de 
80 mg/ 24 h no es muy elevada, se podría considerar el régimen de dosificación de 80 
mg/ 24 h con nanopartículas como el más adecuado, considerando la potencial 
reducción de efectos adversos y la comodidad para el paciente.  
El principal problema de la infección por VIH es el deterioro del sistema immune que 
favorece la aparición de patógenos oportunistas. Por ello el tratamiento antirretroviral 
debe mantener niveles de células T superiores a 500 células/µL durante el mayor tiempo 
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posible [149]. Estos valores se han estimado a los 3, 6 y 10 años con el tratamiento 
convencional y con el recomendado con nanopartículas.  
Al compararlos observamos que, incluso después de 10 años de tratamiento, la 
probabilidad de superar este número de células es entorno al 50% con el tratamiento con 
nanopartículas. De manera similar los niveles de macrófagos se mantienen durante los 
10 años de tratamiento.   
Estos buenos niveles de células immunológicas repercuten sobre la carga viral total, de 
forma que la probabilidad de alcanzar una carga viral considerada sintomática con el 
tratamiento de nanopartículas es menor que con el tratamiento convencional. Esta 
menor probabilidad se observa durante todo el tratamiento, alcanzando las mayores 
diferencias a los 10 años, donde la probabilidad se reduce hasta casi la mitad que con el 
tratamiento convencional.   
Debemos tener en cuenta, que este modelo se ha desarrollado a partir de algunos datos 
preclínicos, y que el modelo matemático no describe completamente todos los 
mecanismos y reacciones responsables del comportamiento y efectos del fármaco y/o 
del virus. 
En resumen, el uso de las nanopartículas permite incrementar la concentración del 
fármaco dentro de los reservorios, consiguiendo a la vez una liberación sostenida que 
permite un mejor control de la infección durante tiempos prolongados. Además, las 
concentraciones séricas más bajas podrían repercutir en un descenso de los efectos 
adversos, por lo que de acuerdo a la simulación probabilística el tratamiento con 
estavudina unida a las nanopartículas es una terapia prometedora tanto a nivel de 
eficacia como de conciliación con el paciente.  
Los pasos a seguir en el futuro serán la realización de estudios in vivo en un modelo de 
infección experimental, para corroborar los resultados farmacodinámicos observados en 
el estudio in silico.  
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1- De acuerdo a la revisión bilbiográfica, las nanopartículas ofrecen un tratamiento 
alternativo para las enfermedades infeciosas mediante la vectorización de 
fármacos antiinfeciosos a los lugares específicos donde se aloja el patógeno. Las 
nanopartículas metálicas como son las nanopartículas de oro, son una 
prometedora alternativa en la terapeútica antimicrobiana y pueden usarse como 
nanotransportadores de agentes antimicrobianos y como sistemas teragnosticos.  
2- Se ha utilizado el método de Turkevich para la síntesis de nanopartículas de oro 
de entre 10 y 100 nm. Estas fueron caracterizadas por DLS, TEM y 
espectroscopía UV-visible. Se observó una relación lineal e inversamente 
proporcional entre el tamaño de las nanopartículas y la concentración del agente 
reductor utilizado.  
3- Las nanopartículas de oro obtenidas incorporan grandes cantidades de 
estavudina tras 24 h de incubación. Esto permite la administración de grandes 
dosis de fármaco con bajas concentraciones de oro.  
4- El sistema estavudina-nanopartículas de oro presenta una liberación controlada 
pH-dependiente. En medio ácido, se observó un incremento de la tasa de 
liberación en comparación con la liberación en pH fisiológico. A los niveles de 
pH estudiados, el mejor ajuste fue con el modelo de Korsmeyer-Peppas, 
siguiendo la liberación una cinética de tipo Fickiano. 
5- El estudio in vitro en macrófagos humanos monstró una mejora en la captación 
de estavudina por los macrófagos con el uso de los nanotransportadores de oro.  
6- Las características de las nanopartículas como tamaño y tipo de estabilizador 
influyen en su captación por los macrófagos. Nanopartículas de 40 nm de 
tamaño, carga negativa y citrato como estabilizador permiten una mejor 
captación celular.  
7- Las mayores concentraciones intracelulares de estavudina, con el uso de las 
nanopartículas de oro, induce un subtipo específico de activación 
proinflamatoria concentración dependiente, en base a la expresión de genes 
inflamatorios por los macrófagos, indicativo de la actividad antiviral de los 
macrófagos, sugiriéndolo como opción prometedora de tratamiento del VIH.  
8- El estudio in vivo muestra cambios en la farmacocinética y biodistribución de la 
estavudina tras la administración con las nanopartículas de oro. El sistema 
estavudina-nanopartículas de oro mejora la vectorización hacia los reservorios 
   49 
 
del VIH, como son los macrófagos, la médula ósea, el hígado, el timo, el bazo o 
el cerebro. El tiempo medio de residencia y la semivida de la estavudina en estos 
reservorios fue mayor con el uso de las nanopartículas de oro, indicando un 
comportamiento de liberación controlada.  
9- Se ha desarrollado un modelo farmacocinético/farmacodinámico (PK/PD) de 
estavudina unida a nanopartículas de oro. Este describe la evolución temporal de 
las concentraciones de fármaco en sange y en tejidos, los valores de células R 
infectadas y no infectadas (células diana del VIH), valores de macrófagos 
infectados y no infectados (reservorio del VIH) y carga viral procedente de las 
células T, de los macrófagos y total. Este modelo permite simular, utilizando la 
simulación de Monte Carlo, las curvas de dosis respuesta de la carga viral y los 
niveles de células inmunológicas para diferentes esquemas de dosificación de 
estavudina unida a nanopartículas.  
10- Según el modelo PK/PD, el uso de estavudina unida a nanopartículas para el 
tratamiento crónico del VIH resulta en un mejor control de la infección en 
comparación con la administración de estavudina en solución. Este se 
caracterizó por unos niveles de concentraciones de estavudina en sangre 
menores y más sostenido en el tiempo, mayores concentraciones de estavudina 
en macrófagos, mayores niveles de células T y macrófagos y una carga viral 
total mucho menor a lo largo de todo el tratamiento. 
 
